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【要旨】当教室ではZucker　Fatty　Rat（ZFR）を用い，ヒト脊柱靭帯骨化症の病態解明のための基礎的研究
を継続してきた．その中でも特に分化増殖因子の一つであるtransforming　growth　factor　beta（TGF－beta）が
骨化の前段階に与える影響について注目している．
　TGF－betaは単独での骨誘導能はなく，骨化においては細胞の分化段階や濃度や条件により促進的にも抑
制的にも作用し，零因子と協調して骨軟骨の分化を調節するといわれている．
　そこで，今回はZFRがほぼ全例にアキレス腱の異所性石灰化を発症するというX線学的所見から，アキ
レス腱組織における病理組織所見とTGF－betaリガンドおよびレセプターの遺伝子発現を観察した．
　病理組織学的にはアキレス腱石灰化部では腱の線維層の中に軟骨細胞様小円形細胞が判型する部位が認
められ，石灰化前線を形成しており，骨化形成機序は内軟骨性骨化に類似した所見を呈した．
　分子生物学的には，TGF－betaリガンドは3ヶ月齢以降において全例に発現を認めたが，レセプターについ
ては1型，II型で発現を認める個体と認めない個体が存在することから，レセプターの変異の可能性や1型，
II型レセプターを介さずに細胞内に進入するAlternative　Pathwayが存在する可能性が示唆された．また，異
所性骨誘導能を持たないTGF－betaが異所性石灰化に対してautocrine的に作用しているとは考えにくく，何
らかの因子により誘発された異所性石灰化を基盤として，TGF－betaが石灰化進展の調節因子としての役割
を果たし，後縦靭帯骨化素因を持ったZFRの局所アキレス腱の細胞レベルにおいて細胞外基質合成能の増
加により肥厚，増生しているものと考えられた．
はじめに
　脊柱靱帯骨化症は脊柱靱帯に異所性骨化を形成す
る疾患で，周辺臓器を圧迫することで多彩な臨床症状
を呈する．その中でも特に脊柱後縦靱帯骨化症
（Ossification　of　Posterior　Longitudinal　Ligament，
OPLL）はその解剖学的特性により脊髄に対し前方か
らの圧迫を来たし，高度な四肢麻痺症状を来すことも
稀ではなく，さらに本邦をはじめとしたアジア地域に
おいて頻度が高いことから，わが国の整形外科領域に
おいて臨床上重要な疾患の一つに数えられている．
　本邦においては，1960年に月本の報告1）を嗜失とし
て以来多数の報告が見受けられ，1975年に厚生省特定
疾患に指定されて以降は臨床，基礎，疫学等の研究が
多方面で進み，その成果が報告されてきた．
　しかし，様々な研究が行われているにもかかわらず
成因面では未だに不明な点が多く，全身性の素因とし
ては遺伝的素因，内分泌異常，糖代謝異常，肥満，老
化等が，局所的素因としては脊柱の力学的負荷，持続
的機械的ストレスやサイトカイン等の影響がその発
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生に関与していると考えられているが未だに成因解
明には至っていない．
　当教室においては以前より脊柱靱帯骨化症の病態
解明を目的として，骨化素因を持つOPLLモデル動物
であるZFRを実験モデルとしてOPLL病態解明の
ための種々の基礎的研究を行ってきた．これまでに高
頻度に異所性石灰化を伴うZFRのアキレス腱部の病
理組織学的検索を行った結果，石灰化層周囲には石灰
化前線が存在し，その周辺には軟骨細胞様小円形細胞
の集籏が認められた．これらの所見は，内軟骨性骨化
の形態に類似しており2），OPLLの骨化進展様式とも
類似している．
　今回著者は，1）骨基質中に多量に存在し，2）骨吸
収により溶出・活性化される成長因子であり，3）腱・
靭帯組織の細胞外基質の産生を促進する作用がある，
分化増殖因子TGF－betaに注目した．
　OPLL病態解明において，その骨化進展様式と類似
しているZFRのアキレス腱異所性石灰化における
TGF－betaのリガンドと作用発現のための必須条件で
ある固有のレセプターの遺伝子発現を明らかにする
ことにより，TGF－betaがどの時点で，　autocrine，　para－
crine等どのように関与をしているのかを明確にする
ことが出来ると考え実験を行い，併せてX線学的およ
び病理組織学的観察を行った．
研究材料および方法
　1．実験動物
　今回の実験においては，3～15ヶ月齢のZFRの合計
27匹54肢（3ヶ月齢：7匹，6ヶ月齢：7匹，9ヶ月齢：
6匹，12ヶ月齢：6匹，15ヶ月齢：1匹）を用いた．対
照としての非肥満型Non　fatty　rat（NFR）も同月齢，
同乱数，同減数を使用した．
　尚，同実験動物は現在東京医科大学動物実験セン
ターにてSPF条件下に系統維持繁殖を行っている．
　2．X線学的検索
　ヂエチルエーテル吸入麻酔にて昏睡状態とした．体
表面を十分消毒後，無菌的操作で後肢を下腿近位端に
て切断しサンプルとした．これを側面方向より軟X線
撮影施行した．撮影にはSoftex　type　ESMを用いて，20
KVp，2mA，30秒の一定条件下に撮影した．
3．病理組織学的検索
軟X線撮影後にアキレス腱組織のみを踵骨付着部
より筋腱移行部まで摘出して病理組織学的検索用の
サンプルとした．
　0．5％Cethylpyridium　chloride（CPC）一10％中性ホル
マリンに固定し，その後，10％EDTA，40C　72時間に
て脱灰し，パラフィン包埋にて4μmの矢状断連続切
片を作製した．染色は，hematoxylin　eosin染色（H．E．
染色），Alcian　blue染色を施行した．
　4．分子生物学的検索
　X線学的および病理組織学的検索用のサンプルと
は反対側のアキレス腱組織のみを，清潔操作下に踵骨
付着部より筋腱移行部まで摘出しサンプルとした．そ
して，これを対象にRT－PCR法にて分子生物学的検索
を施行した．RNAの抽出はAGPC法に準じ
ISOGEN（NIPPON　GENE社製）を用いてhomogen－
ization施行後処理を行った．　RNAの定量は分光光度
計で260nmの吸光度を測定することで行った．逆転
写反応施行後cDNAを合成してPCRによる増幅反
応を行った．反応条件は熱変性を94℃，05分，アニー
リング，60．C，2分，伸長反応，72℃，3分，40サイク
ル施行した．反応試薬はParkin　Elmar社製Taq　Gold
を使用した．標的となるのはTGF－beta，　TGF－beta　I型
レセプター，同II型レセプターであり，既にクローニ
ングされているものをParkin　Elmar社製Primer
Expressにて，　PCR産物はいずれも400　bpとなるよう
に設定して作成した．尚，内部コントロールとして
G3PDHにてPCR．が正常に機能することを確認して
いる．その後2％アガロースゲルにて電気泳動し，エチ
ヂウムブロマイド染色を施行し，100bp毎のマーカー
を用いてPCR産物を比較検討した．
結 果
　1．X線学的所見
　ZFRでは3ヶ月齢でアキレス腱石灰化が出現し，月
齢を経るごとに石灰化は増大傾向にあるが12ヶ月齢
以降は増大傾向を認めない（Fig．1）．
　NFRでは3ヶ月齢以降よりアキレス腱点状石灰化
陰影を有する個体を認め，その後月齢を経るごとに円
形石灰化陰影を呈する例も認めるが，経月齢的な増大
傾向はZFRに比して少ない（Fig，2）．
　ZFRおよびNFRのいずれも石灰化陰影はアキレ
ス腱踵骨付着部より離れた中枢側に認めた．石灰化の
初期に踵骨付着部から連続性に石灰化を認めた例は
なく，高月齢のZFRでも踵骨と連続性を有するもの
（2）
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Fig．1　Soft　X－ray　findings　of　Zucker　fatty　rat　（ZFR）．　Left
　　　picture　shows　3　months　after　birth，　middle　picture　shows
　　　9　months　after　birth，　right　picture　shows　12　months　after
　　　birth　Calcification　increases　with　time．
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Fig．4　Histopathological　findings　of　ZFR　6　months　after　birth
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Fig．2　Soft　X－ray　findings　of　Non　fatty　rat　（NFR）．　Left
　　　picture　shows　3　months　after　birth，　middle　picture　shows
　　　9　months　after　birth，　right　picture　shows　12　months　after
　　　birth　Development　of　calcification　is　not　as　distinct　as
　　　m　ZFR．
Fig．3　Histopathological　findings　of　ZFR　6　months　after　birth．
　　　H．E．　stam，　×40
は認めなかった．
　尚，対象および手法が同様のため米田の報告2）と同
様の結果となった．
　2．病理組織学的所見
ZFRのアキレス腱の異所性石化化を有する個体で
の病理組織学的所見では，アキレス腱線維層の中には
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Fig．5　Histopathological　findings　of　ZFR　g　months　after　birth
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Histopathological　findmgs　of　ZFR　9　months　after　birth．
軟骨細胞様小円形細胞が集饗する部位が認められた．
同細胞は，腱線維の走行に沿って線維東間で一列に柱
状に配列して増殖したり，腱線維内で塊状に増殖して
いた．これらの細胞周囲にはAlcian　Blueに濃染する
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Fig．7　Histopathological　findings　of　NFR　6　months　after　birth．
　　　H．E．　stain，　×40
軟骨器質が形成されている部位も認められた．また，
石灰化巣周囲の腱線維配列には粗造化を認め，内軟骨
性骨化による骨形成を示唆する形態的変化に類似し
ていた（Fig．3，4，5，6）．
　尚，これらの変化は経月齢的に顕著になるものの，
石灰化が高度になると線維配列の粗造化も高度とな
り軟骨細胞様小円形細胞の増加傾向は認めなかった．
　一方NFRの非石灰化アキレス腱組織像では，腱組
織には軟骨細胞様小円島細胞の出訴などの内軟骨性
骨化を示唆する形態的変化は認めなかった（Fig，7）．
　3．分子生物学的所見
　1）ZFRにおけるTGF－beta　RNAの発現
　ZFRにおけるTGF－beta　RNAの発現の有無をRT－
PCR法により検討したところ，　TGF－beta由来のバン
ドは3ヶ月齢から15ヶ月齢の27匹すべてにおいて検
出された（Fig．8）．
　2）ZFRにおけるTGF－beta　l型レセプターRNA
　　　の発現
　TGF－beta　I型レセプター由来のバンドは3ヶ月齢
では検出されず，6ヶ月齢以降の高月齢のもので全例
に検出された（Fig．　8）．
　3）ZFRにおけるTGF－beta　II型レセプターRNA
　　　の発現
　TGF－beta　II型レセプター由来のバンドは3ヶ月齢
から15ヶ月齢の27召すべての対象において検出され
た（Fig．8）．
　4）NFRにおけるTGF－beta　RNAの発現
　NFRにおけるTGF－beta　RNAの発現の有無を
RT－PCR法により検討したところ，　TGF－beta由来の
Fig．8　RT－PCR　findings　of　ZFR，　A　lane　is　a　marking　ladder
　　　by　a　100　bp，　B　lane　is　a　positive　control，　C　lane　is　ZFR
　　　3　months　after　birth，　D　lane　is　ZFR　6　months　after　birth，
　　　E　lane　is　ZFR　9　months　after　birth，　F　lane　is　ZFR　12
　　　months　after　birth，　and　G　lane　is　ZFR　15　months　after
　　　birth．
Fig．9　RT－PCR　findings　of　ZFR，　A　lane　is　a　marking　ladder
　　　by　a　100　bp，　B　lane　is　a　positive　control，　C　lane　is　NFR
　　　3months　after　birth，　D　lane　is　N　FR　6　months　after
　　　birth，　E　lane　is　NFR　9　months　after　birth，　F　lane　is　NFR
　　　12　months　after　birth，　and　G　lane　is　NFR　15　months
　　　after　birth．
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バンドは3ヶ月齢から15ヶ月齢の27漏すべてにおい
て検出された（Fig．9）．
　5）NFRにおけるTGF－beta　I型レセプターRNA
　　　の発現
　TGF－beta　I型レセプター由来のバンドは3ヶ月齢
から15ヶ月齢の27逸すべての対象において検出され
なかった（Fig．9）．
　6）NFRにおけるTGF－beta　II型レセプターRNA
　　　の発現
　TGF－beta　II型レセプター由来のバンドは9ヶ月齢
および12ヶ月齢の1匹ずつに検出されるにすぎな
かった（Fig．9）．
考 察
　1．実験動物
　ZFRは遺伝性肥満ラットであり1961年Zucker
一ら3）により報告されたもので，常染色体劣性遺伝形式
（fa，　fa）によって発現するが，これは不妊であるため
（Fa，　fa）のヘテロ接合体を有するNFR同士の交配に
より25％の確立で出現する．
　当教室でのこれまでの研究から自然発症型の靭帯
骨化を高率に引き起こすことが知られている4）．従っ
て，このZFRを実験動物として研究することにより
OPLLの原因解明やそれに基づく治療法の確立を可
能とすることができると考えられる．
　このZFRは11ヶ月齢以降ではほぼ全例に前縦靭
帯骨化，14ヶ月齢以降ほぼ全例に黄色靭帯骨化，14カ
月齢以降約25％に後縦靭帯骨化，3ヶ月齢以降ほぼ全
例にアキレス腱異所性石灰化が観察され，経月齢的に
増大傾向を認めることが報告されている4）．
　2．X線学的検討
　脊柱靭帯骨化は肥厚した靭帯組織内の線維軟骨組
織と石灰化軟骨組織を中心に層嗜好性に進行する．今
回の実験結果から，ZFRの異所性石灰化はアキレス
腱踵骨付着部より離れた品品織内中枢側に認め，ある
程度経月齢的に長軸方向に増大していることを含め，
OPLLの骨化様式に類似した異所性石灰化であるこ
とが示唆された．
　3．病理組織学的検討
　OPLLにみる骨化進展部位に注目すると，増殖した
線維軟骨と骨化層の境界では，軟骨組織と石灰化軟骨
組織との間に活発で不規則な石灰化前線が見られる．
未だ骨化していない肥厚した後縦靭帯は基質の硝子
化，線維細胞の肥大・円形化から軟骨細胞の形態を呈
する．このように軟骨化した後縦靭帯と骨化層との間
にも旺盛な石灰化前線が形成され骨化層は長軸方向
へ進展する5）．
　今回の実験結果より，ZFRのアキレス腱の異所性
石灰化を有する個体での病理組織学的所見では，アキ
レス腱線維層の中にはAlcian　Blueに濃染する軟骨細
胞様小円形細胞が集籏する部位が認められた．同細胞
は，腱線維の走行に沿って線維東間で一列に柱状に配
列して増殖し，腱線維内で塊状に増殖していながら
も，石灰化前線を形成しており，内記骨性骨化に類似
した所見を呈するとともに，後縦靭帯骨化部に認めら
れる組織の変化とも類似しており結合組織のmeta－
plasiaであると考えられ，米田の報告2）と一致してい
る．
　4．分子生物学的検討
　OPLLの骨化進展様式は初期骨化に引き続き，通常
肥厚した靭帯組織内の線維軟骨組織と石灰化軟骨組
織を中心に骨化が発生し，さらに層嗜好性に進行す
る．一方で骨化層と隣接していない非骨化部靭帯組織
内における未分化二葉系細胞の増殖による靭帯の肥
厚も異所性骨化の前提を示唆する所見として重要視
されてきた6）．
　異所性骨誘導能に関しては，Bone　Morphogenic　Pro－
tein　2（BMP2）は，唯一未分化な間葉系細胞，骨原生
細胞，前骨芽細胞を骨芽細胞に分化させる作用と骨芽
細胞における骨形成を促進させる作用とをともに有
する因子であるのに対し，TGF－betaは，単独では骨芽
細胞における骨形成能を促進させる作用のみを有す
る因子であり，異所性骨誘導作用はないとされてい
る7）．
　また，TGF－betaは腱・靭帯組織の細胞外基質におい
て蛋白分解酵素の活性を抑制する一方で，ファイブロ
ネクチンやコラーゲンなどの細胞外基質の産生を促
進する作用や8・9），結合組織細胞と細胞外マトリックス
を接着するインテグリンなどの細胞接着分子の調節
も行っている．
　本実晶系でのZFRの異所性石灰化アキレス腱にお
けるTGF－betaの関与を考察すると，前述のごとくこ
の石灰化はOPLLに類似した内軟骨性骨化に近い様
式を呈するが，骨芽細胞は認めずTGF－betaが異所性
石灰化に対してautocrine的に作用していることは考
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えにくい．異所性骨誘導能を持つ分化増殖因子により
誘発された異所性石灰化を基盤として，TGF－betaが
石灰化進展の調節因子としての役割を果していると
仮定すれば，後縦靭帯骨化素因を持ったZFRの局所
アキレス二二の細胞レベルにおいてコラーゲンをは
じめとする細胞外基質合成能の増加により肥厚・増生
しているものと考えられる．その一方で，BMP2等の
異所性骨誘導作用を持つ分化増殖因子によりアキレ
ス腱線維細胞が軟骨細胞様小円形細胞に形質転換す
るものと考えられる．
　ところで，成長因子の作用を理解する上でレセプ
ターの存在を検出することは重要である．リガンド
TGF－betaのレセプターは1型，　II型，　III型およびen－
doglinが細胞表面に存在することが報告されてい
る10－12）．Segariniら13）は，　northern　blottingを用いて組
織培養に於けるTGF－betaの遺伝子発現を検索し，線
維芽細胞，軟骨細胞，骨芽細胞などでは1型，II型，　III
型受容体を発現するが，内皮細胞，上皮細胞，リンパ
球系細胞では1型，II型のみが発現したしたことを示
した．さらに，内皮細胞などのIII型レセプターを持た
ない細胞でもTGF－betaによる細胞増殖の調節，細胞
外マトリックス産生の促進やアクチンの再構成など
の作用が認められたことから1型，II型レセプターが
細胞増殖および細胞外マトリックス産生に関するシ
グナル伝達に重要な役割を果していることが指摘さ
れた．ミンク肺上皮細胞を用いた研究では，「II型レセ
プターは単独でリガンドと結合し」，「1型レセプター
はシグナル伝達を行っている」ことが示された14）．そ
の後の報告で，リガンドはまずII型レセプターに結合
して複合体を形成し，これにより1型レセプターはリ
ガンドとII型レセプターの複合体と結合する．II型レ
セプターのセリン・スレオニンキナーゼは1型レセプ
ターのGS領域をリン酸化し，この結果1型レセプ
ターのセリン・スレオニンキナーゼが活性化されて細
胞内にシグナルが伝えられる10’12・15－17）．
　したがってTGF－betaのシグナル伝達には1型レセ
プター，II型レセプターの両者の存在が必須であり，
協調してリガンドのシグナルを細胞に伝達している
ものと考える．
　今回の実験結果では，TGF－betaリガンドおよび1
型，II型双方のレセプターの遺伝子レベルでの発現を
認めたものは，ZFRにおける6ヶ月齢以降すべての個
体であり，NFRにおいては，リガンド，1型，　II型双
方のレセプターの遺伝子レベルでの発現を認めた個
体はなかった．
　今回の実験対象動物の異所性石灰化アキレス腱に
おいて，TGF－betaのリガンドが細胞内に到達しその
作用を発現させることが可能な個体はZFRの6，9，
12，15ヶ月齢の全ての個体であり，ZFRの3ヶ月齢お
よびNFRではTGF－betaのリガンドは作用し得ない
と考えることが出来る．
　しかし，今回の実験結果からアキレス腱の異所性石
灰化は有しても1型レセプターの確認できない3ヶ月
齢のZFR，1型およびII型受容体とも確認できない
NFRが存在することから考察すると，それぞれのレ
セプターのサブタイプが存在する可能性や未知の複
雑なTGF－betaリガンドレセプターシステムを構築す
るなどの1型，II型レセプターを介さずに細胞内に進
入するAlternative　Pathwayが存在する可能性も示唆
された．
ま　と　め
　1．OPLL病態解明の一助として，骨化素因を持つ
動物モデルZFRを用いて，異所性石灰化アキレス腱
に着目して実験を行った．
　2．ZFRのアキレス腱では軟X線において3ヶ月
齢より点状石灰化を認め，経月齢的に増加傾向を認め
た．
　3．病理紅職所見では，アキレス腱線維層の中に石
灰化層を示唆するAlcian　Blueに濃染する軟骨細胞様
小円形細胞が集籏する部位を認め，石灰化前線を形成
しており，その骨形成機序は内軟骨性骨化に類似した
所見を呈するとともに，ヒト骨化後縦靭帯部に認めら
れる組織の変化に類似していた．
　4　TGF－betaのリガンドおよび1型，　II型レセプ
ターの全ての発現を認めたのはZFRの6ヶ月齢以降
の個体のみであった．TGF－betaの作用発現には三者
の存在が必須であることから，OPLLの骨化進展様式
に類似したZFRの局所アキレス腱においてTGF－
betaは3ヶ月齢の初期段階では作用を発現せず6ヶ月
齢以降の個体にのみ認められると考えられ，主に細胞
外基質合成に寄与していることが示唆された．また，
異所性石灰化の主因子は別に存在し，TGF－betaは
paracrine的に作用することが推察された．
　5．1型，II型レセプターの確認できない個体の存
在から，レセプターの変異の可能性や1型，II型レセ
プターを介さずに細胞内に進入するAlternative　Path－
wayが存在する可能性も示唆された．
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Transforming　growth　factor　beta
　　　　　　　　　　　for　ectopic　calcification
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tendon　of　Zucker
Lig nd－Rec ptor　system
in　the　Achilles
fatty　rats
Seiichi　NISHINO，　Kengo　YAMAMOTO，　Atsuhiro　IMAKIIRE
　　　　　　　　Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
Summary
　　In　order　to　clarify　the　mechanism　of　ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament　（OPLL），　molecular　biological　studies
were　carried　out　using　the　Zucker　fatty　rat　（ZFR），　a　model　of　spontaneous　OPLL．
　　The　ZFR　begins　to　develop　an　ectopic　calcification　of　the　Achilles　tendon　by　the　age　ofthree　months　and　subsequent　fuither
calcification　varies　with　time．
　　Transf（）rlning　growth　factor　beta（TGF－beta）has　been　regarded　as　a　multifunctional　regulator　of　cell　growth　and
differentiation，　and　acts　as　an　autocrine　and　paracrine　regulator．　Therefore，　TGF－beta　might　play　an　important　role　in　the
ectopic　calcification　in　the　Achilles　tendon　of　ZFR．
　　In　histopathological　findings，　there　are　some　small　round　cells　resembling　chondrocytes，　forming　calcification，　similar　to
enchondral　ossification．
　　Because　TGF－beta　itself　cannot　induce　ectopic　calcification，　this　factor　may　not　be　able　to　play　a　role　as　an　initiating　factor
in　the　development　of　calcification，　and　act　as　an　autocrine　regulator．
　　For　the　ectopic　calcification　in　the　Achilles　tendon　of　ZFR，　TGF－beta　ligand－receptor　system　（TGF－beta　and　TGF－beta　type
lreceptor　and　type　2　receptor）might　have　alternative　pathways，　because　not　all　factors　related　to　the　TGF－beta　ligand－receptor
system　have　been　shown　in　RT－PCR　of　ZFR　by　the　age　of　three　months　and　NFR．
〈Key　words＞　Zucker　fatty　rat，　Ectopic　calcification，　Achilles　tendon，　Transforming　growth　factor　beta，　Receptor
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